Fluorescencni sondy

» vngjsi fluorofory, které se ke sledovanym
molekulam, iontdim, atd. vazi nekovalentni
vazbou

» zména fluorescencni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisniho maxima, zména
Casu vyhasinani)

* Princip: rdzny vliv na Franck-Condon(v
excitovany stav

Fluorescencni sondy pro vyuziti v
analytické chemii, mediciné a biologii

» kromé méfeni emisnich spekter se vyuziva zejména
fluorescenéni mikroskopie, zhaseni (emise i Gasu
vyhasinani)

+ fluorescenéni indikatory: sondy citlivé na urcitou latku
(vétsinou anion, ¢&i kation)

+ sondy pro polaritu prostfedi

* membranové sondy

+ fluorescenéni sondy pro nukleové kys.

+ dalsi

* www.molecularprobes.com

Indikatory pro anorganické ionty

« disocia¢ni konstanta — musi byt srovnatelna s mérenou koncentraci
kationu (koncentrace mensi nez desetina nebo vési nez desetinasobek
disociaéni konstanty zpusobuji pfili§ malé zmény v pozorovaném
signalu)

« pro sondy, u kterych dochazi k narustu intenzity fluorescence plati
vztah:
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Indikatory pro anorganické ionty

pro sondy, které vykazuji spektralni posun
se pouziva:

C, = Ky (Sp(22)/S(12)) (R = Ry )(Rpax — R)

kde R = I(A4)/I(%,) je pomér intenzit pro dvé
excitaéni vinové délky L, a Ay, R, @ R
jsou poméry pro sondu volnou a plné
obsazenou analytem,
Se(hy)/Sg(hy)=erDp/egDg, € - extinkéni
koeficienty, @ - kvantové vytézky sondy

excitované pfi A,. i P [

Indikatory pro anorganické ionty

* nejc¢astéji indikatory Ca?*, Mg?*, Zn?*, Na*
nebo K*
* indikatory jsou zpravidla chelata¢ni Cinidla

* rlzné obchodni nazvy (napf. Fura-2,
Calcium Green, Indo, atd.)




Stanoveni Ca?*

stanoveni Ca2* pomoci fluorexonu (calceinu)
analytické stanoveni Ca?* (i v pfitomnosti Mg?*) —
vymizeni fluoreskujiciho komplexu Ca2*-fluorexon pfi
titraci pomoci EDTA v zasaditém prostredi

(ion-free reference
' EGTA
solution) .
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(Fluorescence: high = red = orange = yellow > green > blue = low).

Calceinem znaceny losos...

Indikatory pH

« pouziti pH indikator(: kam nemlzeme dat
pH elektrodu — napf. buriky, zivé tkane,
atd.

* bunécné pH se pohybuje mezi 6.8 — 7.4

* moznost méfit pH na dvé desetinna mista
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Indikatory pH

fluorofor rozsah pH zpiisob méreni

Ex 490/540 nebo Em
540/630

SNAFL indikatory 7,2-8,2
SNARF indikatory 6,0-8,0 Em 580/640
HPTS (pyranin) 7,0-8,0 Ex 450/405
BCECF 6,5-7,5 Ex 490/440

Fluoresceiny a karboxyfluoresceiny  6,0-7,2 Ex 490/450

LysoSensor Green DND-189 4,5-6,0 Em 520

Ex 510/450 nebo Ex

Oregon Green indikétory 4,2-57 4901440

LysoSensor Yellow/Blue DND-160 3,5-6,0 Em 450/510




Jifetime® pH indikatory

« ¢as vyhasinani ovlivnén hodnotou pH

« vyhoda: pfi méfeni tau nezalezi na koncentraci indikatoru
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Sondy pro detekci plynd rozpusténych v
biologickych kapalinach

nejCastéji detekce O,, nebo NO
Hifetime“ sondy

nejCastéji na principu oxidace centralniho iontu
obsazeného v sondé, nebo dynamickém
zhaSeni kyslikem

luficerin, luminol...

Rutheniové sondy

Ukéazka: kyslikové sondy pouZivané k detekci
kysliku v k(izi (www.molecularprobes.com)
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Sondy pro méfeni polarity prostfedi

« Casto se méni i kvantovy vytéZek a doba
vyhasinani fluorescence

* Polarita prostfedi ovliviiuje vétSinu fluorofor(
(napf. tryptofanu)

+ Polarita blizkého okoli fluoroforu mdze byt dana
konformaci biomolekuly

Pfiklad sondy pro studium polarity
prostredi

Typickymi sondami pro dynamickou polaritu jsou
1-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a
2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS). S
rostouci polaritou prostfedi se emisni spektrum
posouva k vy§§im vinovym délkam.

Fluorescecni vlastnosti ANS v rdznych prostfedich

rozpoustédlo A, m>  kvantovy doba dohasinani
(nm) vytézek (ns)
oktanol 464 0,646 12,3

propanol 466 0,476 10,2
metanol 476 0,216 6,05
voda 515 0,004 0,55

Membranové fluorescencni sondy

* membranové struktury obvykle neobsahuji fluorofory
(vétSinou se jedna o nepolarni uhlovodikové fetézce —
zbytky mastnych kyselin), proto se jejich vlastnosti
zkoumaji pomoci sond

+ transport a metabolismus lipidd v Zivych burikach

« recyklace synaptosomu

» pfenos signalu zprostfedkovany lipidy

* membranovy potencial

* interakce IéCiv s membranou

« transport membranou

» mikroviskozita membran a teplotni fazové prechody




Rozdéleni membranovych sond

1. fluorescenéné znacené lipidy

2. malé lipofilni organické fluorofory

Fluorescencné znacené lipidy

* mastna kyselina je ozna¢ena vhodnym
fluoroforem (nitrobenzoxadiazol (NBD),
BODIPY, pyrén nebo dansyl)

jsou znac€eny bud v oblasti polarnich
hlavi¢ek (dansyl, NBD, BODIPY, fluorescein,
tetrametylrhodamin, Oregon blue, Oregon
green, Texas red a dalSimi), nebo v oblasti
zbytkd mastnych kyselin (DPH, NBD, pyrén,
BODIPY)

» znaceni sfingolipidd, steroidd, triglyceridu,
lipopolysacharidt

Malé lipofilni, nebo amfifilni
organicke fluorofory

* malé molekuly, které podavaji informaci o
charakteristikach svého mikrookoli, jako je
polarita, viskozita a usporadani lipidd.

« typickym pfikladem je nepolarni sonda
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) — je ve
vodé nerozpustna, fluoreskuje jen v
nepolarnim prostredi biologickych
membran

Ukazky nepolarnich malych sond
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Fluorescencni sondy pro NK

* Vizualizace a identifikace RNA a DNA
(nukleové baze maji jevi slabu luminiscenci)

» RUzné principy interakce, napf. ,vmezefeni“
(interkalace) barviva do Sroubovice DNA
(ethidium bromid)

Ethidium bromid interkalovany mezi par adenin-uracil

- ethidium bromid: ve vodé fluoreskuije jen slabé, pfi interakci s
DNA se intenzita fluorescence zvy$i 30x a ¢as vyhasinani se
zvy$i z 1.7 ns na 20 ns.




Pfiklady sond pro NK

fluorofor Jogy™ (nm) | K™ (nm) pouziti

Akridinova oranz

(DNA) 500 526 )
- prostupuje; RNA/DNA; pritokova cytometrie

Akridinova oranz 460 650

(RNA)
Ethidium bromid | 518 605 neprostupuje; vmezerovani do dsDNA; barveni mrtvych

bunék; elektroforéza; pritokova cytometrie; ...

Propidium jodid 535 617 neprostupuje; barveni mrtvych bunek
DAPI 358 461 castecné prostupuje; bunéeny cyklus; AT-selektivni; ...

prostupuje; AT-selektivni; selektivni vazba k dsDNA;

Hoechst 33342 350 461 M
bunéeny cyklus; ...

PicoGreen 502 523 ultracitliva kvantifikace roztoki dsDNA

OliGreen 498 518 ultracitliva kvantifikace roztoki ssDNA a oligonukleotidii

RiboGreen 500 520 ultracitliva kvantifikace roztoki RNA

TOTO-1 514 533 neprostupuje membranu; vysoka afinita pro nukleové
kyseliny

SYTO 85 orange | 567 583 prostupuje membranou

Studium vaznych mist biomolekul

é:azlcium binding sites” — mista v proteinech, kde se vaze
a +
pfi studiu interakci je mozné nahradit vapenaté ionty Ln3*
(nejCastéji Eud*, nebo Tb3*)
Ln3* maji podobné vlastnosti jako Ca2*, ale maji vyborné
luminiscenéni vlastnosti
podobny iontovy polomér
koordinaéni ¢islo Ca2* (az 8) je podobné kordina¢nimu
¢islu Ln3* (az 9)
preference koordinace ,tvrdymi donory*
Ln3* vaze 10%silnéji nez Ca?*
I(_:n32+ ligandova vyména je 100x pomalejsi, nez vyména

a +
jestlize Ln®* nahradi Ca?* v katalytickém misté, rychlost
reakci poklesne

Studium vazebnych mist Ca?*
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